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повысилось, но было в 2,4 раза меньше, 
чем в контроле. При повышении процен- 
тного содержания ЭС до 50% количество 
жизнеспособных клеток увеличилось в 
1,5 раза по сравнению с предыдущим по- 
казателем. Замораживание клеток куль- 
туры в ЭС позволило сохранить 76=1% 
жизнеспособных клеток, что достоверно 
меньше контрольного показателя и по- 
казателя, полученного при заморажива- 
нии по программе № 1. 

Как видно из приведенных данных, ис- 
пользование программы №1 более эффек- 
тивно по сравнению с программой № 2. 

При культивировании клеток ФЭЧ 
после криоконсервирования было уста- 
новлено, что клетки после замораживания 
в ростовой среде и с 20% содержанием сы- 
воротки адгезировали и распластывались 
единично и не обладали способностью к 
дальнейшей пролиферации. В пробах, где 
процент ЭС составлял 50% и 100%, наблю- 
дали пролиферация клеток с образовани- 
ем монослоя, но на 3-4 дня позже, чем в 
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контроле, т.е. на 7-8 сутки. 

Можно сделать следующие выводы: 

® клетки не теряют способность к ад- 
гезии и пролиферации после криоконсер- 
вирования в среде, содержащей ЭС без до- 
бавления криопротекторов; 

® количество жизнеспособных клеток 
увеличивается с повышением процентного 
содержания ЭС в среде замораживания; 

® программа № 1 оптимальна для замо- 
раживания клеток культуры ЭФЧ в среде, 
не содержащей криопротекторы. 

Таким образом, возможно использо- 
вать сыворотку крови в качестве среды 
для криоконсервирования культуры кле- 
ток человека. Использование бескриопро- 
текторной среды, не требующей отмыва- 
ния перед использованием клеток, снижа- 
ет количество манипуляций с материалом 
и риск контаминации. Мы предполагаем 
возможность использования сыворотки 
аутологичной крови пациента в качестве 
среды криохранения запаса собственных 
клеток человека. 
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ВНИИ генетики и разведения сельскохозяйственных животных 


ВЛИЯНИЕ ОХЛАЖДЕНИЯ И ЗАМОРАЖИВАНИЯ- 
ОТТАИВАНИЯ НА ТРАНСПОРТ ЭЛЕКТРОНОВ 
В ДЫХАТЕЛЬНОЙ ЦЕПИ МИТОХОНДРИИ 


СПЕРМАТОЗОИДОВ 


Одной из задач в реализации програм- 
мы сохранения генетических ресурсов яв- 
ляется разработка методов криоконсерва- 
ции и оценки функционального состояния 


сперматозоидов животных до и после кри- 
оконсервации. 

Одним из наиболее чувствительных к 
повреждающему действию низких темпе- 
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ратур структур клеток являются митохон- 
дрии. В связи с этим изучали влияние ох- 
лаждения и замораживания-оттаивания на 
состояние дыхательной цепи митохондрий 
сперматозоидов хряков и петухов. 

Исследовали редокс-реакции пири- 
диновых (НАД.Н) и флавиновых (ФАД) 
нуклеотидов при разбавлении, охлажде- 
нии и замораживании-оттаивании спер- 
матозоидов хряков и петухов с использо- 
ванием ингибитора дыхания антимицина 
А и разобщителя дыхания 2,4-динитро- 
фенола (ДНФ). 

Для измерения флюоресценции ис- 
пользовали микроскоп ЛЮМАМ И:-3 с 
фотометрической насадкой ФМЭЛ-1, 
блоком регистрации опорного сигнала и 
контактным объективом 10х. Объект ос- 
вещали через микроскоп возбуждающим 
светом 365 нм для НАД.Н и регистрирова- 
ли флуоресценцию при 436 нм, а для ФАД 
при 436 нм и 530 нм соответственно. Про- 
водили по 6 и более измерений, до полу- 
чения постоянного значения. Количество 
НАД.Н и ФАД выражали в условных еди- 
ницах и рассчитывали изменение флуо- 
ресценции после каждой добавки в % от 
исходной, принятой за 100%. 

На табл.1 представлены данные, пока- 
зывающие влияние различных воздейс- 
твий на флуоресценцию НАДН и ФАД. 

При разбавлении спермы хряков глю- 
козо-хелато-цитратно-калиевой — средой 
(ГХЦК) наблюдается некоторое увели- 
чение НАД.Н. При разбавлении спермы 
в физиологическом растворе наблюдает- 
ся уменьшение восстановленного НАД.Н 
и увеличение ФАД вследствие усиления 
окислительных процессов и снижения ко- 
личества эндогенных и отсутствия экзо- 
генных субстратов дыхания. Холодовой 
шок неразбавленной спермы приводит к 
значительному снижению НАДН и ФАД, 
что указывает на повреждение дыхатель- 
ной цепи митохондрий. В то же время хо- 
лодовой шок спермы после ее разбавления 
защитной средой не вызывал столь резко- 


го снижения НАДН. 

Субстрат дыхания сукцинат сдвигает 
флуоресценцию на 5-7% в сторону увели- 
чения лишь в отдельных эякулятах. От- 
сутствие реакции, или слабая реакция на 
добавление субстрата, связана с тем, что 
сукцинат не проникает в интактные спер- 
матозоиды. Это согласуется с данными по- 
лярографических исследований дыхания 
сперматозоидов. 

2,4-ДНФ снижает флуоресценцию 
НАД.Н и ФАД в свежей сперме на 68 и 
61%, а в замороженно-оттаянной - на 47 и 
27%. Добавление ингибитора дыхания ан- 
тимицина после 2,4-ДНФ в увеличивает 
флуоресценцию НАД.Н и ФАД в свежей 
сперме на 46 и 74%. 

После охлаждения и замораживания 
спермы снижается чувствительность дыха- 
ния к амиталу и антимицину. Это указыва- 
ет на активацию внешнего пути окисления 
НАД.Н. Результаты оценки редокс-состоя- 
ния ПН и ФП в сперматозоидах хряка, по- 
лученные флуоресцентным методом пол- 
ностью согласуются с данными полярогра- 
фической оценки. Наибольшее снижение 
чувствительности дыхания к амиталу (1- 
й пункт сопряжения), обусловленное пов- 
реждением начального НАД.Н зависимо- 
го пути, наблюдали на этапе охлаждения 
спермы до 5-4° С. 

В замороженно-оттаянной сперме 
табл.2 количество НАД.Н в усл. ед. на 25% 
ниже, а окисленного ФАД на 100% выше, 
чем в свежеразбавленной сперме. Следова- 
тельно, после замораживания-оттаивания 
спермы увеличивается степень окислен- 
ности ПН и ФП. Субстраты дыхания (сук- 
цинат калия, пируват натрия) лишь на 5-7% 
увеличивают флуоресценцию ПН и ФП в 
свежей и замороженно-оттаянной сперме. 
2,4-ДНФ снижает флуоресценцию НАД.Н 
и ФАД в свежей сперме на 68 и 61%, а в за- 
мороженно-оттаянной - на 47 и 27%. Инги- 
битор дыхания увеличивает флуоресцен- 
цию НАД.Н и ФАД в свежей сперме на 46 
и 74%, а после замораживания и оттаива- 


Таблица 1 


Влияние среды и холодового удара на флуоресценцию НАД.Н и ФАД в сперме хряков 


Флюоресценция, % 
Вариант 
НАД.Н ФАД 

Свежеполученная неразбавленная сперма (контроль) 100 100 
Разбавленная ГХЦК средой 119 102 
Разбавленная 0,85% Мас! 90 120 
Сперма, подвергнутая холодовому удару 67 79 
Сперма, подвергнутая холодовому уда- 83 108 
ру после разбавления средой 
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Таблица 2 


Влияние охлаждения и замораживания сперматозоидов на содержание НАДН и ФАД 
и их процентное соотношение при различных функциональных тестах (п = 10) 


Интенсивность флюоресценции 
Вариант Свежеполученная сперма Заморожено-оттаянная 
НАД.Н, % ФАД, % НАД.Н, % ФАД, % 
Свежеразбавленная: усл. ед. 121,7 3=0,4 9-0,5 6-0,9 
% 100 100 100 100 
+ пируват + сукцинат 105+5,5 107+3,5 1023,9 1066,6 
+ДНФ 37+5,9 46-—7,6 49+3,9 794,9 
+ антимицин 83+12 120-19,0 64+5,2 82-47 


ния лишь на 15 и 3%, т.е. реакция сперма- 
тозоидов на добавление 2,4-ДНФ и ингиби- 
тораов дыхания после замораживания-от- 
таивания снижается. Это свидетельствует 
о разобщении и частичном нарушении на- 
чального НАД.Н зависимого участка ды- 
хательной цепи. 

Сравнительное исследование дыхания 
сперматозоидов хряков и петухов показа- 
ло идентичность в характере ответных ре- 
акций на действие сукцината, 2,4-динитро- 
фенола и антимицина А. Различия заклю- 


тирующих веществ. 

Таким образом, после температурно- 
го шока полностью нарушается регуляция 
электронно-транспортной системы спер- 
мотозоидов, после замораживания-оттаи- 
вания имеет место разобщение и частич- 
ное нарушение начального НАД - зави- 
симого участка дыхательной цепи. Следо- 
вательно, при совершенствовании метода 
криоконсервации спермы необходимо вес- 
ти изыскание способов защиты 1-го пункта 
(участка) дыхательной цепи как наиболее 


чались лишь в силе ответа на действие тес- чувствительного. 


РЕЗЮМЕ 

Исследовали редокс-реакции НАД.Н и ФАД при разбавлении, охлаждении и замораживании-оттаи- 
вании сперматозоидов хряков и петухов с использованием ингибитора дыхания антимицина А и ра- 
зобщителя дыхания 2,4-динитрофенола (ДНФ). Установлено, что холодовой шок неразбавленной 
спермы приводит к резкому снижению количества НАД.Н и ФАД. 

После замораживания-оттаивания сперматозоидов наблюдается увеличение окисленности НАД и 
ФАД и снижение реакции на добавление ДНФ и антимицина. Результаты оценки редокс-состояния 
НАД и ФАД, полученые флюоресцентным методом, согласуются с полярографическими данными 
по реакции дыхания сперматозоидов в ответ на действие ингибиторов дыхания и ДНФ после охлаж- 
дения и замораживания-оттаивания спермы. 
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СРАВНИТЕЛЬНОЕ ИЗУЧЕНИЕ 
СОХРАННОСТИ ФИБРОБЛАСТОВ ЧЕЛОВЕКА 
КРИОКОНСЕРВИРОВАННЫХ ПОД ЗАЩИТОЙ 
И БЕЗ КРИОПРОТЕКТОРА 


Изучали жизнеспособность фибро- и без него. 
бластов человека после криоконсервиро- Суспензию клеток в ростовой среде 
вания с криопротектором ДМСО (10%) 199 и в среде 199 с добавлением 10% ДМ- 


Ветеринарная патология. № 4. 2007 229 


